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© Es wird eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Vorbeugung und Behandlung von Blutgerinnungssto- 
rungen beschrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, daG sie den Faktor V als natives Protein, Derivat und/oder 
Fragment davon, und Protein S in einem geeigneten pharmazeutischen Trager enthalt. 
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Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Vorbeugung und Behandlung von 
Blutgerinnungsstdrungen, die den Faktor V, dessen Derivat und/oder Fragment, und Protein S enthalten. 

Unter Blutgerinnung versteht man den Vorgang der Umwandlung des flussigen Blutes in den sogenann- 
ten Blutkuchen, der eine gallertartige Masse darstellt, die die Abdichtung verletzter Blutgefafle durch 
5 Pfropfbildung ermoglicht. Die Umwandlung des im Plasma vorhandenen loslichen Fibrinogens in den 
fasereriggallertigen Gerinnungsstoff, das sogenannte Fibrin, erfolgt in einem mehrstufigen Prozess (soge- 
nannte Blutgerinnungs-Kaskade), an dem mindestens 15 verschiedene, mit romischen Ziffern gekennzeich- 
nete Blutgerinnungsfaktoren beteiligt sind, von denen jeder, wenn aktiviert, seinerseits wieder die jeweilst 
nachste inaktive Vorstufe aktiviert. Unter diesen Aktivatoren befinden sich mehrere Serin-Proteinasen (wie 
10 Kallikrein, Thrombin, und die aktivierten Faktoren VII, IX, X, XI und XII). Ein aktiviertes Gerinnungsfaktor wird 
auch mit "a" (im Index) gekennzeichnet. Durch die relativ grofle Zahl der Aktivierungsschritte in dieser 
Blutgerinnungskaskade und die in jeder Stufe vorhandene katalytische Wirkung wird eine Verstarkung 
dahingehend erreicht, da(3 selbst bei sehr geringer Menge an initiierendem Faktor in moglichst kurzer Zeit 
eine ausreichende Menge an Fibrin vorhanden ist. AuGerdem sind an der Gerinnungswirkung auch die 
is zwischen den entstehenden Fibrinfasern eingeschlossenen Blutzellen beteiligt. 

Man unterscheidet prinzipiell zwischen 2 verschiedenen Wegen der Aktivierung der Blutgerinnung, die 
aber beide in einen gemeinsarnen Weg munden. 

Der intrinsische Blutgerinnungsweg betrifft die Blutgerinnungskomponenten, die normalerweise im Blut 
zirkulieren und kann eingeieitet werden, wenn Blut mit unphysiologischen Oberflachen, z.B. mit Glas Oder 
20 Keramik, in Beruhrung kommt, wobei die beiden Proteine Kininogen und Kallikrein beteiligt sind. Nacheinan- 
der werden dann die Faktoren XH, XI, IX und X aktiviert, wobei beim letztgenannten Schritt der Aktivierung 
von X durch IXa der bei der Bluterkrankheit Hamophilie A fehlende Faktor VIII notig ist. 

Beim extrinsischen Blutgerinnungsweg wird mit der Vertetzung von BlutgefaGen ein Gewebefaktor 
(tissue factor, der ein Lipoprotein ist) ausgeschuttet sowie der sogenannte Faktor VII aktiviert, die dann 
25 beide zusammen den vorstehend genannten Faktor X aktivieren. Der anschlieGende gemeinsame Weg, der 
sowohf bei der intrinsischen Blutgerinnung als auch bei der extrinsischen Blutgerinnung danach beschritten 
wird, ist dann der folgende: 

Faktor Xa und Faktor Va aktivieren Prothrombin (den Faktor II) an der Thrombocyten-Membran zu 
Thrombin, und dieses setzt durch Abspaltung von Peptiden aus Fibrinogen (Faktor I) Fibrin-Monomere frei, 

30 die in der Lage sind, zu Fibrin-Fasern zu polymerisieren. Durch den aktivierten Faktor XIII kommt es 
schliefilich dann zur Quervernetzung und somit zur Stabilisierung der Fibrinfasern. Der intrinsische und der 
extrinsische Blutgerinnungsweg sind insofern miteinander verflochten, als der aktivierte Faktor VII zusam- 
men mit dem Gewebefaktor auch den Faktor IX aktiviert, wahrend z.B. Kallikrein auch den extrinsischen 
Weg stimulieren kann. Aufier den genannten Faktoren ist bei einigen Schritten die Anwesenheit von 

35 Phospholipiden und Calciumionen notig, die an 4-Carboxy-L-glutaminsaurereste binden. Die Carboxylierung 
von L-Glutamat in diesen Proteinen ist dabei abhangig von Vitamin K. 

Die Inhibition der Blutgerinnung erfolgt durch aktiviertes Protein C (ebenfalls eine Serin-Proteinase), das 
die Faktoren Va und Villa proteolytisch inaktiviert. Antithrombin III (ein Serin-Proteinase-lnhibitor) tragt 
ebenfalls zur notwendigen Kontrolle der Blutgerinnung bei, indem es Thrombin und die anderen beteiltgten 

40 Proteinasen irreversibel hemmt. Die Auflosung nicht mehr benotigter Gerinnungspfropfen wird dann durch 
die Serin-Proteinase Plasmin bewerkstelligt, die Fibrin-Fasern proteolytisch abbauen (vgl. z.B. Rompp 
Chemielexikon, 9. Auflage (1989) 463; Rommp Lexikon Biotechnologie (1992) 133). 

Das Protein C (Autoprothrombin II A, Faktor XIV) ist ein Vitamin K-abhangiges Glykoprotein, das in der 
Leber synthetisiert wird undjm Plasma in einer Konzentration von 4 ug/ml als inaktives Zymogen zirkuliert. 

45 Es wird an der GefaGwandoberflache (dem Endothel) durch den Thrombin-Thrombomodulin-Komplex in die 
aktive Serinprotease (aktiviertes Protein C, APC) uberfuhrt, und besitzt als aktiviertes Protein C (aktive 
Serin-Protease) profibrinolytische Eigenschaften. Es wirkt auch antikoagulatorisch, weil es den Faktor Va, 
den Kofaktor fur die Faktor Xa-induzierte Prothrombinaktivierung (Thrombinbildung) und den Faktor Villa, 
den Kofaktor fur die Faktor IXa-induzierte Faktor X-Aktivierung, durch Proteolyse abbaut. 

50 Neben Calcium-lonen und Phospholipiden wirkt ein weiteres Protein, das sogenannte Protein S 

(Molekulargewicht 84 000) als Kofaktor, das jedoch selbst keine Protease-Aktivitat besitzt; Protein S wirkt 
nicht-enzymatisch-als Kofaktor fur die antikoagulatorischen und profibrinolytischen Eigenschaften von 
Protein C. Natives Plasma enthalt zwischen 25 mg und 30 mg Protein S pro ml, wobei Protein S in 
verschiedenen Formen vorkommt. Die Kofaktoraktivitat wird der freien Form von Protein S zugeschrieben, 

55 wahrend ein Komplex von Protein S mit C4b-bindendem Protein keine Aktivitat zeigt. 

Es ist bekannt, dafi aktiviertes Protein C in dosisabhangiger Weise die Plasmagerinnungszeit verlangert. 
In einem Protein S-Mangelplasma kann aktiviertes Protein C jedoch seine Funktion nicht entfalten, sondern 
erst durch einen Zusatz von Protein S wird die Wirkung von aktiviertem Protein C verbessert. 
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Die Wirkung von Protein S auf aktiviertes Protein C wird beispiefsweise beschrieben in Blood 
Coagulation and Fibrinolysis 3 (1992) 257 bis 261. Es wi ;e beobachtet, daB eine Erhohung der Protein S- 
Konzentration zu einer linearen Verstarkung des antikoagulativen Effektes von aktiviertem Protein C fuhrt. 
Dabei wurde gefunden, daB die Konzentration von Faktor Va keine Rolle spielte. In einem Faktor V- 
5 Mangelplasma wurde beobachtet. daB die antikoagulatorische Wirkung von aktiviertem Protein C verhaltnis- 
maBig gering war. Durch einen Zusatz von Protein S konnte jedoch die mangeihafte Wirkung von 
aktiviertem Protein C verbessert werden. 

Der verringerten Wirkung von aktiviertem Protein C werden eine Reihe von Grunden zugeschrieben. In 
Proc. Natl. Acad. Sci. (PNAS) USA 90 (1993) 1004 bis 1008 wird eine schwache antikoagulatorische Antwort 
w des aktivierten Protein C bei einer Reihe von Patienten beschrieben. Diese Patienten besaBen aber 
nachweislich keinen Mangel an Protein C, Protein S, Antithrombin III, Plasminogen und anderen relevanten 
Blutbestandteilen. Es wurde deshalb angenommen, daB ein bislang unbekannter Kofaktor fur aktiviertes 
Protein C fur dieses Krankheitsbild verantwortlich sein durfte. Ein Mangel an diesem Kofaktor fur aktiviertes 
Protein C kann daher zu thromboembolischen Krankheitszustanden fuhren. 
is Es wurde gefunden, daB eine entsprechende Kofaktor-Aktivitat mit dem Gerinnungsfaktor V assoziert 

ist. In Pro. Natl. Acad. Sci. (PNAS) USA 91 (1994) 1396 bis 1400 wird dem Faktor V eine antikoagulatori- 
sche Kofaktor-Aktivitat fur aktiviertes Protein C zugeschrieben. 

Der Faktor V ist ein ^-Globulin mit einem Molekulargewicht von 330 kD, das uber eine iimitierte 
Proteolyse von Thrombin aktiviert und durch aktiviertes Protein C inaktiviert wird. Dabei entstehen spezifi- 
20 sche Fragmente. Faktor V ist in seiner aktivierten Form Bestandteil des Prothrombinasekomplexes (beste- 
hend aus Faktor Xa, Faktor Va, Phospholipid, Calciumionen zur Aktivierung von Prothrombin), der fur die 
Thrombinbildung und damit fur die Blutgerinnung verantwortlich ist. Damit gilt der Faktor V an sich als ein 
prokoagulatorischer Gerinnungsfaktor. Der angeborene und vererbare Mangel an Faktor V wird mit einer der 
Hamophifie ahnlichen Blutungsneigung assoziiert. 
25 Die WO-A-93/10261 beschreibt Verfahren zur Bestimmung von Blutgerinnungsstorungen, die auf einer 

schwachen Wirkung von aktiviertem Protein C beruhen. 

Ein weiteres Verfahren zur Bestimmung der Empfindlichkeit einer Blut- bzw. Plasmaprobe fur aktiviertes 
Protein C ("APC-sensitivity", "APC-response") wird in der US-Anmeldung Serial No. 08/160877 beschrie- 
ben. Danach wird in einfacher Weise die Faktor Vlll-Aktivitat einer Probe, der aktiviertes Protein C zugesetzt 
30 wurde, mittels eines chromogenen Assays uber Faktor Xa bestimmt und zu der Faktor Vlll-Aktivitat in 
Relation gesetzt, die ohne Zusatz von aktiviertem Protein C gemessen wird. Je groBer das erhaltene 
Verhaltnis ist, um so hoher ist die Empfindlichkeit gegenuber aktiviertem Protein C. 

Aufgabenstellung der vorliegenden Erfindung ist es, ein pharmazeutisches Praparat bereitzustellen, mit 
dem die Wirkung von aktiviertem Protein C normalisiert Oder verstarkt werden kann. 
35 Diese Aufgabe wird mit dem Gegenstand der vorliegenden Erfindung gelost. 

Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Vorbeugung und Behand- 
lung von Blutgerinnungsstorungen, die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie den Faktor V als natives 
Protein, Derivat und/oder Fragment davon, und Protein S in einem geeigneten pharmazeutischen Trager 
enthalt (APC-Enhancer). 

40 Bevorzugte Ausfuhrungsformen dieser Zusammensetzung sind Gegenstand der Anspruche 2 und 3. 

Weiterer Gegenstand ist die Verwendung von Faktor V als natives Protein, dessen Derivat und/oder 
Fragmente in Kombination mit Protein S und/oder einer Protein S haltigen pharmazeutischen Zusammen- 
setzung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Blutgerinnungsstorungen. 
Bevorzugte Ausgestaltungen davon sind Gegenstand der Anspruche 5 bis 7. 
45 Weiterer Gegenstand ist die Verwendung von Faktor V als natives Protein, dessen Derivat und/oder 

Fragmente in Kombination mit Protein S zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Vorbeugung und/oder Behandlung von Blutgerinnungsstorungen. 

Bevorzugte Ausgestaltungen davon sind Gegenstand der Anspruche 9 und 10. 

Die Anwendung des Faktors V, dessen Derivat und/oder Fragment und des Protein S Oder Protein S 
so haltigen Praparates zur Vorbeugung und Behandlung von Blutgerinnungsstorungen kann dabei gemeinsam, 
gleichzeitig (aber voneinander getrennt) Oder aber auch hintereinander, und zwar in beliebiger Reihenfolge, 
erfolgen. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch ein Set (Kit) zur Herstellung einer erfindungsgemaBen 
pharmazeutischen Zusammensetzung, die in 2 getrennten Behaltern den Faktor V als natives Protein, 
55 Derivat und/oder Fragment und in einem oder mehreren weiteren Behaltern Protein S und/oder ein Protein 
S haltiges Praparat enthalt, wobei die Behalter gegebenenfalts noch weitere pharmazeutisch annehmbare 
Trager und Verdunner in Kombination mit den Wirkstoffen, und/oder aber auch getrennt davon in einem 
separaten Behalter, enthalten konnen. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaBe Zusammensetzung im wesentlichen 
frei von aktiviertem Faktor V. In einer weiteren zweckmaRigen Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgema- 
fie Zusammensetzung neben dem Faktor V als natives Protein, Derivat und/oder Fragment zusatzlich 
Protein C und/oder aktiviertes Protein C. Entsprechend kann bei einer direkten Applikation Oder Verwen- 
5 dung der Einzelkomponenten zusatzlichunoch Protein C und/oder aktivierter Protein C gemeinsam, gleich- 
zeitig, vor oder nach der Applikation Oder Verwendung appliziert Oder z.B. zur Herstellung einer pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung verwendet werden. 

Das bevorzugte Verhaltnis von Faktor V, als natives Protein, Derivat Oder Fragment (Faktor V wirkende 
Substanz) zu Protein S betragt erfindungsgemaB 1:2 bis 1:100, am meisten bevorzugt 1:5 bis 1:50 (molares 
w Verhaltnis). 

ZweckmaBigerweise enthalt die erfindungsgemaBe Zusammensetzung den Faktor V als natives Protein, 
Derivat oder Fragment davon in einer Art und Menge, die keine prokoagulatorische Aktivitat aufweist." 

Unter Blutgerinnungsstorungen werden erfindungsgemaB insbesondere thromboembolische Krankheits- 
zustande verstanden. 

/5 Es hat sich nun herausgestellt, daB mit der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zusammensetzung, 

die eine Kombination des Faktors V und von Protein S enthalt, Blutgerinnungsstorungen, insbesondere 
thromboembolischen Krankheitszustanden, wirksam vorgebeugt werden kann, oder diese wirkungsvoll 
behandelt werden ko nnen. 

Ew wurde gefunden, daB eine synergistische Wirkung von Protein S und Faktor V auf die "APC- 

20 sensitivity" einer Probe (gemessen nach US Serial No. 08/160877 vorliegt. 

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daB die antikoagulatorische Wirkung von aktiviertem Protein C 
durch die erfindungsgemaBe Zusammensetzung, also durch Gegenwart des Kofaktors Protein S und des 
Gerinnungsfaktors V in Form von nativem Protein, Derivat und/oder Fragment davon wesentlich gesteigert 
werden kann. 

25 Diese Ergebnisse mussen in mehrfacher Hinsicht als uberraschend gelten: einerseits konnte die 

Wirkung von aktiviertem Protein C in einem Faktor V-Mangelplasma allein durch den Zusatz von Protein S 
normalisiert werden (vgl. Blood Coagulation and Fibrinolysis, I.e.); auf der anderen Seite konnte im Hinblick 
auf eine APC-Kofaktor-Aktivitat von Faktor V hochstens eine additive Wirkung von Protein S und Faktor V 
erwartet werden. Da der Faktor V auch prokoagulatorische Eigenschaften besitztf muBte moglicherweise 

30 nicht nur ein agonistischer, sondern auch ein antagonistischer Effekt auf die Blutgerinnung erwartet werden. 

ZweckmaBigerweise ist die erfindungsgemaBe Zusammensetzung im wesentlichen frei von aktiviertem 
Faktor V. Dadurch laBt sich eine unerwunschte prokoagulatorische Aktivitat verhindern. Daruberhinaus 
wurde festgestellt, daB eine verstarkte Wirkung von aktiviertem Protein C durch Faktor V nur im Falle des 
Proteins in seiner inaktiven Form, dessen Derivat und/oder Fragmenten gefunden wird. Der aktivierte 

35 Faktor V weist hingegen einen gegenteitigen Effekt auf. Aktiviertes Protein C wird uberraschenderweise 
durch den Faktor Va inhibiert, gezeigt an der Inaktivierung von Faktor Villa durch aktiviertes Protein C in 
Gegenwart von Faktor Va. Bei der Herstellung der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zusammenset- 
zung sollte deshalb besonders darauf geachtet werden, daB ein nicht aktivierter Faktor V oder ein 
entsprechendes Derivat und/oder Fragment davon in einer Art und Menge gewahlt wird, die keine 

40 prokoagulatorische Wirkung aufweist. Als Fragment eignet sich insbesondere ein Fragment des Faktors V, 
welches bei der Aktivierung des Proteins abgespalten wird (sogenanntes Aktivierungspeptid). 

Der Anteil an aktiviertem Faktor V an der Gesamtmenge an Faktor V betragt in der erfindungsgemaBen 
Zusammensetzung vorzugsweise weniger als 50 Gewichtsprozent. und insbesondere weniger als 30 
Gewichtsprozent. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zusammensetzung deshalb so 

45 hergestellt, z.B. in Gegenwart eines Protease-lnhibitors, daB die Anwesenheit von aktiviertem Faktor V 
weitgehend ausgeschlossen werden kann. 

Zusatzlich kann die erfindungsgemaBe Zusammensetzung Protein C und/oder aktiviertes Protein C 
enthalten; dadurch ist eine gleichzeitige Behandlung eines angeborenen oder erworbenen Protein C- 
Mangelzustandes moglich. 

so Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung kann unter Verwendung von aus Blutplasma gewonnenen 

Proteinen oder von rekombinanten Proteinen und /oder Polypeptiden (auch Protein S-Polypeptide mit einer 
APC-Kofaktor-Aktivitat) hergestellt werden, 

Derartige Proteine sind entweder im Handel erhaltlich oder konnen nach an sich ublichen Methoden 
hergestellt werden (vgl. z.B. EP-A-0406216, EP-A-0255771 , EP-0244834). 

55 Unabhangig davon, ob die Proteine aus Blutplasma gewonnen oder unter Verwendung eines Zellkultur- 

verfahrens hergestellt werden, ist es zweckmaBig, Ausgangsmaterialien bzw. Proteine zu verwenden, die zur 
Inaktivierung von infektiosen Agentien, wie z.B. Viren, Viroiden und Virionen. auf die dafiir ubliche Weise 
behandelt wurden. 
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Die erfindungsgemafie pharmazeutische Zusammensetzung wird, wenn erforderlich, unter Verwendung 
geeigneter und fur derartige Zubereitungen ublicher Hilfs-, Trager und /oder Zusatzstoffe hergestellt, die 
insbesondere fur die Verabreichung an Menschen unbedenklich sind. Die verwendeten Hilfs-Trager 
und/oder Zusatzstoffe richten sich insbesondere nach dem beabsichtigten Verabreichungsweg. Die pharma- 
zeutischen Zusammensetzungen korihen in dafur ublictieri Formen, z.B. als Tabletten, Dragees, Kapseln, 
Suppositorien, Syrupen, Injektionslosungen, Infusionslosungen usw. vorliegen; vorzugsweise liegen sie in 
einer zur intravenosen Verabreichung geeigneten Form vor. 

In einer Ausfuhrungsform kann die erfindungsgemafle Zusammensetzung auch als Set (Kit) bereitge- 
stellt werden, in dem die Komponenten voneinander getrennt aufbewahrt werden, und erst zum. Zeitpunkt 
der Anwendung kombiniert werden. Ein erfindungsgemaGes Set zur Herstellung der pharmazeutischen 
Zusammensetzung enthalt z.B. in einem Behalter (a) den Faktor V t dessen Derivat und/oder Fragment, und 
in einem zweiten Behalter (b) Protein S, und die gegebenenfalls zur Herstellung der pharmazeutischen 
Zusammensetzung erforderlichen Hilfs-, Trager und/oder Zusatzstoffe konnen zusammen oder in einzelnen 
Komponenten aufgeteilt in einem der Behalter (a) und/oder (b) enthalten sein, oder aber auch noch in einem 
zusatzlichen weiteren Behalter (c). 

Die Vermischung der Inhaltsstoffe der Behalter (a), (b) und gegebenenfalls (c) kann auf eine an sich 
ubliche Weise erfolgen, und erfolgt zweckmafiigerweise kurz vor der Applikation. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung ist es auch moglich, die einzelnen Wirkstoffe der erfindungsge- 
maGen pharmazeutischen Zusammensetzung einzeln zu applizieren, und zwar entweder gleichzeitig oder, in 
beliebiger Reihenfolge, hintereinander. So kann z.B. Faktor V, dessen Derivat und/oder Fragment gleichzei- 
tig zusammen mit dem Bestandteil Protein S appliziert werden, oder aber zunachst Faktor V, dessen 
Derivat und/oder Fragment, und danach das Protein S, oder aber auch in umgekehrter Reihenfolge. Die 
Verabreichung jedes der Bestandteile erfolgt dabei zweckmaflig ebenfalls, insbesondere abhangig von der 
Applikation, in Gegenwart eines dafur geeigneten Hilfs-, Trager und/oder Zusatzstoffes. Die Erfindung wird 
nun in den nachfolgenden Beispielen naher erlautert, ohne sie darauf zu beschranken. 
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Beispiel 1 

Verfahren zur Bestimmung auf APC-Sensitivity (APC-Response) (gemaG US Serial No. 08/160877) 
I. Basisverfahren zur Messung der APC-Response im Plasma . 

50 \il Plasma oder Probe - 1/20 verdunnt in FVIII 
Verdiinnungspuf f er ( ImmunochromR FVIII :C, Immuno AG) 
50 nl Puffer oder APC (2 U/ml) 

100 |_il Reagens A (Phospholipid, ImmunochromR FVIII :C, Immuno 
AG) 

100 |-il Reagens B (Aktivatoren + FX, ImmunochromR FVIII :C, 
Immuno AG) 



5 min/3 7 °C Inkubation 



-200 \il Chromogensubstrat (enthaltend EDTA, urn weitere Xa 
Aktivierung zu stoppen) 4 mmol/1 CH30CO-D-CHA-GLY-ARG-pNA- 
AcOH 

(ImmunochromR FVIII :C, Immuno AG) verdunnt 1:3 in Faktor 
VIII-Reaktionspuf f er (Immunochrom FVIII :C, Immuno AG) 



5 min/37 °C Inkubation 



mit 100 Essigsaure (50 %) wird die Reaktion gestoppt 



-Die Extinktion wird bei 405 nm gemessen (A405) 

Auswertung: Verhaltnis-A 405 (Puffer) zu A405 (APC) = APC- 
Response 

Die Wirkung verschiedener Zusatze auf die APC-Response wurde ebenfalls nach diesem Verfahren wie 
folgt untersucht. 

Die zu untersuchenden Plasmaproben wurden mit Puffer (9+1) gemischt, oder Protein S, oder FV oder 
FVa, Oder mit irgendeinem anderen Reagens, das einen Einflufi auf die durch APC beeinflufite FVIII 
Inaktivierung haben konnte. Die die Zusatze enthaltende Plasmaprobe wird insgesamt 1/20 verdunnt, und 
jeweils ohne und mit APC-Zusatz getestet, um das Verhaltnis (APC-Response) zu bestimmen. 
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la. Verfahren zur Messung der Wirkung von APC auf gereinigten Faktor Vlil (FVIII) 

Es wurde nach der gleichen obigen Methode I verfahren, aber ansteile der Plasmaprobe gereinigter 
FVIII gemessen. Die Endkonzentration FVIII betragt ungefahr 0.05 U/mL Wenn die Wirkung einer Oder 
5 mehrerer anderer Faktoren getestet wurde, wurden 1 U/mr FVIII im Verhaltnis 9+ 1 oder 8 + 1+1 mit den 
Additiven Oder Puffern vorgemischt, zu insgesamt 1/20 verdunnt und mit und ohne APC-Zusatz getestet. 
Nach diesem System ist es auch moglich, die FVIII-Konzentration zu variieren, und andere als die 1/20- 
Verdunnung zu verwenden, und die APC-Konzentration zu variieren. 

Die nach den Methoden des vorstehenden Beispiels 1 erhaltenen Ergebnisse sind nachfolgend 
w tabellarisch und in Form von Grafiken aufgezeigt. 

Patentanspruche 

1. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Vorbeugung und Behandlung von Blutgerinnungsstorungen, 
is dadurch gekennzeichnet, daG sie den Faktor V als natives Protein, Derivat und/oder Fragment davon, 

und Protein S in einem geeigneten pharmazeutischen Trager enthalt. 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG sie im wesentlichen frei ist von 
aktiviertem Faktor V. 

20 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daG sie Protein C und/oder 
aktiviertes Protein C enthalt. 

4. Verwendung von Faktor V als natives Protein, dessen Derivat und/oder Fragment in Kombination mit 
25 Protein S und/oder einer Protein S haltigen pharmazeutischen Zusammensetzung zur Vorbeugung und 

Behandlung von Blutgerinnungsstorungen. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daG der Faktor V im wesentlichen frei von 
aktiviertem Faktor V verwendet wird. 

30 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daG zusatzlich Protein C 
und/oder aktiviertes Protein C verwendet wird. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 4 bis 6. dadurch gekennzeichnet, daG die Komponenten 
35 gemeinsam, gleichzeitig oder hintereinander in beliebiger Reihenfolge verwendet werden. 

8. Verwendung von Faktor V als natives Protein, dessen Derivat und/oder Fragment in Kombination mit 
Protein S zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Vorbeugung und Behandlung 
von Blutgerinnungsstorungen. 

40 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daG der Faktor V im wesentlichen frei von 
aktiviertem Faktor V eingesetzt wird. 

10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daG zusatzlich Protein C und/oder 
45 aktiviertes Protein C zur Herstellung der pharmazeutischen Zusammensetzung eingesetzt wird. 

11. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4 bzw. Verwendung nach einem der Anspruche 5 
bis 10, dadurch gekennzeichnet, daG der Faktor V als natives Protein, dessen Derivat und/oder 
Fragment in einer Art und Menge enthalten bzw. verwendet wird, die keine prokoagulatorische Aktivitat 

so aufweist. 

12. Zusammensetzung nach einem der Anspruche I bis 4 bzw. Verwendung nach einem der Anspruche 5 
bis I0, dadurch gekennzeichnet, daG die Gesamtmenge an als Faktor V wirkender Substanz in einem 
molaren Verhaltnis von 1:2 bis 1:100, vorzugsweise 1:5 bis 1:50, zu Protein vorliegt. 

55 

13. Set zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4 
oder zur Verwendung nach einem der Anspruche 5 bis 10. umfassend einen Behalter (a), der den 
Faktor V. dessen Derivat und/oder Fragment enthalt. und einen zweiten Behalter (b), der Protein S 
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enthalt, wobei die Behalter gegebenenfalls zur Herstellung der pharmazeutischen Zusammensetzung 
Oder zur Verwendung erforderliche Hilfs-, Trager und/oder Zusatzstoffe enthalten konnen. 
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Figur 1 

Wirkung von FV unci Va auf die Inaktivierung von FVIII durch 
APC (in gereinigtem System) 
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Figur 2 

Effekt von FV und PS auf die Inaktivierung von FVIII durch APC 



0.6 




EP 0 687 687 A2 



Figur 3 



Wirkung der Zugabe von FV unci FVa auf die APC-Response 
verschiedener Test-Plasiuen 
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Plasmaproben ; 

1. normal 

2. maftig verschlechterte APC-Response 

3. stark verschlechterte APC-Response 

4. Mangel an Faktor V 

5-9. verschlechterte APC-Response in unterschiedl ichem AusmaB 
10. Faktor V-Abnormalitat 
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